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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 15% da
populacdo mundial enfrenta algum tipo de infertilidade, essa condi¢do frequentemente
exige investigagbes com consultas e diagnodsticos especializados, tratamentos
avancados e procedimentos meédicos. Além dos desafios emocionais, esse processo
tem custos financeiros elevados. Varios fatores podem influenciar o resultado final do
tratamento como, por exemplo, a qualidade oocitaria. Compreender a influéncia das
formulacées do Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e as condicdes climaticas na
qualidade dos odécitos podem otimizar as taxas de sucesso na fertilizacao in vitro (FIV).
Foram coletados retrospectivamente dados de 141 ciclos de pacientes que realizaram
tratamento em uma clinica de fertilidade localizada na cidade de Curitiba. Os ciclos
foram divididos de acordo com a preparacdo da gonadotrofina utilizada no estimulo
ovariano, FSH na forma recombinante ou urindria e, posteriormente, foram
subdivididos em dois grupos sazonais, verao e inverno. A presenca de dismorfismos
citoplasmaticos e alteracdo de forma do odécito foram avaliados e comparados entre
0s grupos. Os resultados obtidos mostraram diferenca entre as gonadotrofinas
utilizadas, apresentando maior frequéncia de alteragdes morfologicas de Granulacao
Citoplasmatica (p=0,05), Granulacdo Central Escura (p<0,01) e Corpos Refratéis
(p=0,02) para o grupo do FSH recombinante. Em relacéo as esta¢fes, néo foi possivel
determinar de forma efetiva a interferéncia da sazonalidade, entretanto a aparicdo da
Granulagdo Central Escura, dismorfismo considerado mais grave, foi constatado no
verdo. Este estudo indicou desempenho mais satisfatorio do FSH urinario em relacao
a forma recombinante e pouca influéncia das variacdes sazonais.

Palavras-chave: Fertilizacdo in vitro; Infertilidade; Odcitos; Hormonio Foliculo
Estimulante; Sazonalidade.
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1 INTRODUCAO

A infertilidade é uma condicao clinica que afeta pessoas de diferentes classes
sociais, idade e género. Além de nao ter um padrdo, ela vem se tornando cada vez
mais comum ao longo das ultimas décadas (Khakbazan et al.,2020; Mascarenhas et
al., 2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a infertilidade € um
problema que atinge cerca de 15% da populagdo mundial, mais de 180 milhdes de
individuos, além disso, de acordo com a Sociedade Brasileira de Reproducao
Assistida (SBRA), no Brasil, cerca de 8 milhdes de pessoas podem ser inférteis
(Alirezaei et al., 2022; Khakbazan et al.,2020; Mascarenhas et al., 2012). Estes dados
sugerem a infertilidade como um problema global de saude publica que, na maioria
das vezes, é desconhecido pela populacéo, além de possuir recurso terapéutico com
custo muito elevado sendo, muitas vezes, um privilégio da elite.

Para definir o tratamento adequado, é necessario identificar a causa da
infertilidade, observar se a mesma decorre de um fator feminino, masculino ou ambos.
A partir disso, pode-se tracar um plano médico. Os procedimentos relacionados a
fertilidade incluem o estimulo ovariano, coito programado, inseminacdes intrauterinas
(IIU) e técnicas de Reproducéo Assistida (RA) que, de acordo com o Centro Americano
de Controle de Doencas (CDC), correspondem a técnicas em que odcitos e embrides
sdo manipulados (Félis e Almeida, 2016; Jain et al., 2023). Sdo consideradas técnicas
de RA a aspiracao folicular (AF), fertilizacéo in vitro (FIV), injecéo intracitoplasmética
de espermatozoides (ICSI) e criopreservacdo de Ovulos e/ou embrides (Félis e
Almeida, 2016). O estimulo ovariano € o passo inicial, pois através dele obtém-se as
células para dar continuidade ao tratamento, desde o coito programado até as técnicas
de RA propriamente ditas.

O estimulo ovariano € um tratamento que inclui o uso de medicamentos para
induzir os ovarios a desenvolverem mudltiplos foliculos, esperando que em cada um
contenha um odcito (Chamy et al., 2022). Os medicamentos utilizados sdo o Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) - responsavel por estimular o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos, combinado com agonistas ou antagonistas do horménio liberador
de gonadotrofina (GnRH) - que atuam prevenindo a ovulagédo prematura e auxiliam a
regulacdo do momento da ovulacao e, por fim, a Gonadotrofina Coriébnica Humana
(hCG) - responsavel por simular o pico de Hormoénio Luteinizante (LH) e induzir a

maturacdo final dos odcitos e sua liberacdo (Jain et al.,, 2023; Chamy et al., 2022)
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Todo o processo do estimulo € acompanhado através de ultrassonografia e exames
de sangue que avaliam os niveis hormonais, para garantir que 0S ovarios estejam
respondendo adequadamente ao estimulo (Jain et al., 2023). O protocolo e
medicac¢des utilizadas variam de acordo com o médico, clinica e o paciente (Bertrand,
E., et al.,, 1995; Chamy et al., 2022).

A escolha do tipo de FSH nos tratamentos de fertilidade pode desempenhar
papel significativo em relacdo a qualidade dos odcitos (Patki et al., 2018). Existem
duas principais formas de FSH utilizadas nesses procedimentos: o Horménio Foliculo
Estimulante na forma recombinante e a Gonadotrofina Menopausica Humana (HMG),
gue nada mais é que o Hormdnio Foliculo Estimulante urinario (Patki et al., 2018). O
FSH recombinante é produzido por meio de técnicas de engenharia genética que
envolvem a expressao do gene humano responsavel pela produ¢do do horménio em
microrganismos, resultando em uma versao purificada e molecularmente idéntica ao
FSH humano (Patki et al., 2018, Revelli et al., 2006). Por outro lado, o FSH urinario é
elaborado através de vérias etapas de purificacdo da urina bruta de mulheres pos-
menopausicas a fim de obter boa concentracdo do FSH, podendo haver pouca
concentracédo de Hormonio Luteinizante (LH) no produto final (Patki et al., 2018; Yu et
al. 2023). Em relacdo a pureza e menores probabilidades de desencadear respostas
imunoldgicas adversas, 0 FSH recombinante destaca-se (Balasch et al., 2003; Patki
et al., 2018; Revelli et al., 2006).

Além das medicacfes empregadas durante o estimulo ovariano para técnicas
de RA, alguns estudos apontam que a sazonalidade pode ser considerada como uma
possivel interferéncia nos resultados finais de RA. Observou-se que as taxas de
natalidade em concepc¢fes naturais variam de acordo com as estacfes do ano,
possivelmente devido a influéncias culturais e/ou ambientais (ref). Entretanto, a
relacdo entre a fertilizacao in vitro (FIV) e a sazonalidade ainda € objeto de debate em
virtude dos dados conflitantes (Farland et al., 2020). Estudos indicam que ndo ha
diferenca significativa nas taxas de sucesso de FIV nas diferentes estacdes do ano
(Liu et al., 2019; Abdelwehab et al., 2018; Correia et.al, 2022; Pekcan et al., 2019),
outros estudos apontam que ha uma pequena variacdo sazonal nas taxas de
fertilizagdo, qualidade embrionéria, gestacional e de natalidade (Deutch e Sherbahn,

2011; Xiao et al., 2018). Por fim, ha estudos que apontam que a sazonalidade
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interfere significativamente nas taxas da FIV (Farland et al., 2020; Noory et al., 2016;
Vandekerckhove et al., 2016).

O papel do odcito é extremamente fundamental para o desenvolvimento do
embrido e o sucesso na RA (Figueira et al., 2015). Dessa forma, é importante avaliar
a qualidade oocitaria, tendo em vista que fatores externos e internos causam
interferéncias em sua qualidade. O ambiente em que o odcito é cultivado interfere, por
isso os cuidados com materiais e meios de cultivo utilizados, além das temperaturas
e umidade do ambiente, tempo de manuseio e exposicdo a luz devem ser priorizados
e respeitados dentro de um laboratério de embriologia (ESHRE, 2015). Fatores como
idade da mulher, habitos de vida e exposi¢cao a toxinas também possuem interferéncia
na qualidade oocitaria. A avaliacdo da qualidade oocitaria é realizada de acordo com
o estagio de maturacao e através da analise morfolégica dos odécitos. A classificacao
dos odcitos em relacdo a sua maturagao € realizada mediante as fases da ovogénese,
dessa maneira o0 odcito pode estar em Préfase | (o6cito Pl), Metafase | (o6cito Ml) e
Metéafase Il (o6cito MII) (Ebner et al, 2008a/b; Figueira et al., 2015). Por sua vez, a
analise morfologica é caracterizada pelas alteracbes de parametros citoplasmaticos e
extracelulares. Referente as incorrecfes internas, considera-se granulacdo e
coloracao do citoplasma, presenca de vacuolos e corpos refrateis (CR) (Ebner et al,
2006). Na regido externa, sdo incluidas irregularidades de tamanho e forma do oécito
e zona pellucida (ZP), tamanho do espaco perivitelino (EPV) e anormalidades
presentes no corpusculo polar (CP), como tamanho, forma e fragmentacao (Ebner et
al, 2008a/b). Essas alteracbes sdo denominadas dismorfismos.

A avaliacdo da regido do citoplasmatica do od6cito € frequentemente
considerada mais relevante do que a avaliagdo extracelular quando pensamos nos
procedimentos de RA, pois o citoplasma contém reservas nutritivas, enzimaticas e
moleculares essenciais para o desenvolvimento inicial do embrido (Balaban et
al.,2008; Kahraman et al., 2000;). As imperfeicdes citoplasmaticas do o0cito estdo
associadas a desordens genéticas e, consequentemente, ao risco de anomalias
cromossdmicas no embrido, diminuindo suas chances de ser fertilizado e se
desenvolver normalmente (Balaban et al., 2008).

Considerando a escassez de informacfes e dados conflitantes de outros
estudos sobre o tema, neste trabalho buscamos fornecer uma visao abrangente dos

fenbmenos embrioldgicos, contribuindo para o avanco do conhecimento cientifico e
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sua aplicacdo em areas de interesse. Através da analise da morfologia dos odcitos de
pacientes submetidas a AF, realizamos um estudo para identificar e estabelecer, se
houver, uma relacao de interferéncia entre o uso das diferentes formas farmacéuticas
do FSH (urinario ou recombinante) no estimulo ovariano e o impacto na qualidade
oocitéria nos periodos de verdo e inverno.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar a presenca de dismorfismos nos odcitos de pacientes em idade
reprodutiva submetidas ao procedimento de Aspiracdo Folicular (AF) para
criopreservacao de odcitos ou Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI)
em relacdo ao uso das duas formas terapéuticas do FSH durante o estimulo ovariano.

Avaliar se houve influéncia das estacdes verao e inverno nas alteracbes
morfolégicas encontradas nesses dois grupos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas amostras de um grupo de mulheres em idade fértil, entre os
18 e 35 anos, que receberam atendimento durante as estacdes de verado e inverno
entre os anos de 2017 e 2020 na Androlab — Clinica e Laboratério de Reproducéo
Humana e Andrologia, localizada na cidade de Curitiba, Parana. Este grupo de
pacientes realizou a estimulacdo dos ovarios de acordo com a prescricdo de cada
meédico da clinica e foram submetidas a AF para dois tipos de procedimentos de RA:
técnica de ICSI e criopreservacao de évulos. Para este estudo selecionamos apenas
as pacientes que usaram o FSH durante o estimulo ovariano, resultando em 141 ciclos
com um total de 1.482 odcitos analisados. Desses, 835 o6citos foram procedentes de
um grupo de 71 pacientes com inducdo ovariana por FSH urinario (UFSH) e 647 de
um grupo de 70 mulheres que realizaram o estimulo com FSH recombinante (rFSH).
Posteriormente, os odcitos foram organizados conforme a estacdo do ano em que
foram coletados, ver&o ou inverno.

A fim de uniformizar e aumentar o nivel de confianca do estudo, foram
estabelecidos critérios de inclusdo e exclusédo. Os critérios de inclusdo aplicados foi
faixa etaria considerada fértil (de 18 a 35 anos); pacientes avaliadas com reserva
ovariana satisfatoria de acordo com os critérios definidos pelo Consenso de Bologna
(Ferraretti et al., 2011) e obrigatoriamente o uso do uFSH ou rFSH durante o estimulo
ovariano. Os critérios de exclusdo considerados foi historico clinico indicando baixa
reserva ovariana; condicdes que resultam na piora da qualidade oocitaria, como
doencas genéticas, quimioterapia e radioterapia, ooforectomia ou ooforoplastia
(Nelson, 2009; Rasool; Shah, 2017); diagndstico de ma respondedora, caracterizado
por corresponder ao menos dois critérios definidos pelo Consenso de Bologna
(Ferraretti et al., 2011) e auséncia do uso do FSH durante o ciclo.

Este estudo faz parte do projeto guarda-chuva de pesquisa “Influéncias
externas em Reproducdo Assistida” e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Federal do Parana sob o numero 32850520.7.0000.0102.
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2.2 TRATAMENTO

Todas as pacientes deste estudo foram submetidas ao protocolo de indugao
ovariana com gonadotrofinas, utilizando o uFSH ou rFSH, sendo a escolha dos
medicamentos uma preferéncia pessoal de acordo com a avaliacdo clinica de cada
meédico. Durante a menstruacao foi observada a presenca dos foliculos antrais, que
séo foliculos pequenos, com diametro entre 2 a 8mm. No terceiro dia do ciclo o médico
realizou a contagem dos foliculos antrais (CFA) através de uma ultrassonografia (US)
e estabeleceu a quantidade esperada de o0citos na aspiracdo conforme o nimero de
foliculos encontrados em cada paciente, sendo que o protocolo convencional estipula
como meta entre 5 a 20 odcitos por paciente. Em um ciclo natural, sem o estimulo
ovariano, espera-se que apenas um desses foliculos continue a crescer e se
desenvolver sob influéncia do FSH natural, no caso do tratamento para infertilidade a
administracdo das gonadotrofinas faz com que varios crescam e se desenvolvam.
Apbs estabelecer a meta de foliculos de cada paciente, o médico iniciou o estimulo e
depois de 5 dias foi realizada uma nova US para avaliar os foliculos e ajustar a dose
da medicacéao, se necessario. As US continuaram a cada 2 dias para controle folicular
até o foliculo dominante atingir 14mm, nesse momento o antagonista de GnRH foi
administrado a fim de impedir a maturacdo e ruptura folicular antecipada, o controle
teve continuidade até o foliculo atingir 18mm de didmetro médio, neste momento foi
programado pelo médico o pico de LH com o hCG 35 horas antes da AF. Nesta etapa,
com o objetivo de avaliar se ha ou ndo a influéncia do tipo de FSH utilizado na
qualidade oocitaria. Distribuiram- se as pacientes e 0s o00citos obtidos em subgrupos
de acordo com a medicacéo utilizada, o0 medicamento Fostimon® representou o uFSH
e 0s medicamentos Puregon®, Gonal®, Elonva®, Rekovelle® e Pergoveris®

representaram o rFSH.
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FIGURA 1 - Estimulo Ovariano

Anélogo GnRh

(" Gonadotrofinas )

C1 A R B R R R R R R R R 14)

CFA Fol.10mm  Fol..14mm  Fol.:18mm

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: 1 — 14, dias do ciclo; ultrassonografia (US); contagem de foliculos antrais (CFA); foliculo
(Fol.); aspiracao folicular (AF); gonadotrofinas; horménio liberador de gonadotrofinas (GnRh);
horménio luteinizante (LH).

2.3 ANALISE LABORATORIAL

A fim de aumentar a confiabilidade do estudo, apenas os odcitos foram
avaliados, excluindo a avaliacdo de embrides, pois dessa forma a influéncia do fator
masculino foi desconsiderada. Todos os odcitos foram avaliados pela mesma
embriologista com o objetivo de padronizar a classificagcao.

As pacientes foram submetidas a AF no centro cirdrgico da clinica Androlab.
O liquido folicular foi aspirado e depositado diretamente em tubos Falcon® de 14ml,
apos o conteudo foi despejado sobre a placa de puncdo Falcon® (100x100mm)
posicionada acima de uma platina aquecida a 37°C. Com o0 auxilio de um
estereomicroscopio modelo SMZ800 da Nikon® (Figura 4), no aumento de 1x, a
embriologista buscou identificar o Complexo Cumulus Oophorus, estruturas em que
0s oocitos ficam envolvidos. Ao identificar a presenca dos o0citos, 0s mesmos foram
separados do conteudo folicular com o auxilio de uma pipeta de vidro Origio® (Figura
3) e transferidos para uma placa de quatro pog¢os Ingamed® (Figura 3), contendo em
cada poco 0,5 ml de meio Multipurpose Handling Medium (MHM) da Irvine Scientific®
(Figura 2), suplementado a 15% com Serum Substitute Supplement (SSS) também da
Irvine Scientific® (Figura 2), cobertos com 0,5 ml de 6leo mineral da Irvine Scientific®

(Figura 2), na parte externa aos pocos da placa continha 2 ml de meio de cultivo
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MHM. Cada odcito encontrado foi lavado nos dois primeiros pocos da placa e
armazenado no terceiro po¢o. Todos os odcitos captados durante o procedimento
permaneceram no terceiro po¢o da placa até o término da AF. Apds a finalizacéo da
AF, as células foram realocadas em uma placa de poco central (Figura 3) com
Continuous Single Culture Medium (CSCM) Spectrum® + 15% de SSS e incubados
a 37°C. Cerca de 2 horas e 30 minutos apds a AF os odcitos foram submetidos ao
processo de denudacéo, que consiste na remocao das células do cumulus, dividido
nas fases quimica e mecanica. Na etapa quimica, foi adicionado em uma placa 50uL
do reagente enzimatico Hyaluronidase Solution Irvine Scientifc® (Figura 2),
distribuidos igualmente em duas gotas centrais e, de acordo com a quantidade de
células, de quatro a oito gotas com 500uL suplementado com 15% de SSS cada. Em
seguida os odcitos passaram pelas duas gotas centrais de solucdo enzimatica
permanecendo 15 segundos em cada, sendo cuidadosamente aspirados e expelidos
e, ao término desse processo, foram lavados na solucdo MHM para retirar totalmente
0s resquicios da enzima. Para finalizar a limpeza, na etapa mecanica foi utilizada a
pipeta Stripper Origio® (Figura 3) com ponteiras de 175mm e 135mm de diametro
para aspirar e expelir os odcitos delicadamente, buscando retirar todo o cumulus
remanescente apds a denudacdo quimica. Os odcitos voltaram a ser incubados em
uma placa de cultivo a 37°C até o momento da ICSI ou Criopreservacdo. Antes de
serem submetidos as técnicas de RA foram realizadas imagens dos odcitos pelo
programa Octax® com o auxilio do microscopio invertido modelo Nikon Eclipse TI-
S® (Figura 4) no aumento de 20x para ser realizada a andlise da qualidade oocitaria.

Foi realizada uma andlise retrospectiva das imagens de todos os odcitos,
conduzida e elaborada pela embriologista sénior da clinica. A classificacdo da
gualidade dos o0citos baseou-se nos critérios de maturidade e morfologia. Os od6citos
em Proéfase | (Pl) e em Metéafase | (MI) foram considerados imaturos, portanto foram
desconsiderados da pesquisa. Os oécitos avaliados e considerados maduros foram
0s que se encontravam em Metéfase Il (MIl). Em relagdo a morfologia, foi avaliada a
presenca ou auséncia de alteragbes na forma, ZP, citoplasma e EPV. As anomalias
referentes ao CP foram integradas e avaliadas no conjunto do EPV.

Para este estudo, foram ponderadas as irregularidades citoplasmaticas.
Presenca de granulacao citoplasmatica, granulacdo central escura (CGE), vacuolos,

corpos refrateis (CR). Os dois tipos de granulagbes podem afetar negativamente 0s
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o0citos, as granulacdes citoplasmaticas (Figura 6) alteram as caracteristicas de fluxo
citoplasmaticos, fazendo com que odcito retorne lentamente ou ndo retorne em sua
forma esférica original, causando prejuizos para o desenvolvimento embrionario, pois
a forma alterada (Figura 10) pode ocasionar o atraso da formagé&o do blastocele e sua
expansdo, ou até mesmo a impossibilidade de formacéo de blasto e, posteriormente,
embrido (Ebner et al., 2006). Outra possivel causa de alteracao de forma (Figura 10)
do odcito é o estresse mecanico, que pode ser decorrente da aspiracao do foliculo
e/ou dos processos de denudacao (Ebner et al., 2006). Por sua vez, a granulacéo
central escura (Figura 7) é caracterizada pela presenca de um granulo de pigmentacao
escura situado no nucleo do odcito no citoplasma dos odécitos, essa caracteristica
morfolégica normalmente surge no inicio do processo de maturacdo e esta
relacionada ao aumento do risco de aneuploidias (Ebner et al., 2006). Os vacuolos
(Figura 8) séo estruturas que se formam espontaneamente e/ou através da fusédo de
vesiculas procedentes do Reticulo Endoplasmético Liso e do Complexo de Golgi, eles
podem variar de quantidades e tamanhos e contém em seu interior um liquido
bastante semelhante ao do EPV, eles estado relacionados a mudancas na expressao
génica e a ma regulacdo do calcio, prejudicando o desenvolvimento embrionario.
(Balaban et al.,2008; Ebner et al., 2006). Os corpos refrateis (Figura 9) sdo estruturas
arredondadas e constituidas por contetdo lipidico e particulas compactas, que apesar
de ser uma alteracéo ndo apresenta efeito significativo na qualidade oocitaria (Figueira
et al., 2015). Durante o0 momento da denudacéo, quimica e mecanica, para retirar as
células do cumulus, é observado que mais de 60% dos odcitos coletados apresentam
caracteristicas morfolégicas alteradas (Balaban et al., 2008). Portanto, € comum
algumas alteracbes presentes na analise microscopica das células femininas
germinativas e ndo oferecem prejuizos a formacéo a formacdo de embrides viaveis
(Rienzi et al, 2012).

Apbs a classificagdo dos odcitos, foi realizado o levantamento dos registros
da estagdo do ano, com énfase no verdo e inverno, e também o tipo de FSH utilizado

no estimulo ovariano de cada paciente com os odécitos avaliados.
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FIGURA 2 — Meios e Solugdes para cultivo dos o6citos

B C D

FONTE: O autor (2023). Imagens dos produtos retirados do site da Irvine Scientific®.

LEGENDA: Meios e soluc@es utilizados para preservacao do odécito. Multipurpose Handling Medium
(MHM), Irvine Scientific® (A); Serum Substitute Supplement (SSS), Irvine Scientific® (B); Continuous
Single Culture Medium (CSCM) Spectrum®; Hyaluronidase Solution, Irvine Scientific® (D) e Oleo

mineral, Irvine Scientific® (E)

FIGURA 3 - Materiais utilizados na Aspiracgéo Folicular

A B C D
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FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Materiais utilizados no procedimento de Aspiracdo Folicular. Placa de punc¢éo Falcon®
(A); Placa de quatro pogos Ingamed® (B); Placa de poco central Ingamed® ©; Placa de cultivo
Falcon® (D); Tubo Falcon® 14ml (E); Pipeta de vidro Origio® (F) e Pipeta Stripper Origio® (G)
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FIGURA 4 - Equipamentos

FONTE: O autor (2023). Imagem realizada no laboratério da clinica Androlab.

LEGENDA: A esquerda, estereomicroscopio ou lupa modelo SMZ800 da Nikon® e platina aquecida,
utilizado para identificar o o6cito durante o procedimento de AF. A direita, microscépio invertido
modelo Nikon Eclipse TI-S®, utilizado para identificar células, estruturas morfolégicas e realizar ICSI.

FIGURA 5 - O6cito com citoplasma normal

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.



FIGURA 6 - O6cito com granulagéo citoplasmatica

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.

FIGURA 7 - O6cito com Granulagéo central escura (GCE)

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.
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FIGURA 8 - O6cito com vacuolo

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.

FIGURA 9 - O6cito com corpos refréateis

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.
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FIGURA 10 - Od6cito com alteracéo de forma

FONTE: O autor (2023). Imagem retirada do Octax®.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Fisher foi utilizado para avaliar as variaveis do estudo. As variaveis
guantitativas que passaram no teste de normalidade tiveram seus resultados
apresentados como média e desvio padrdo, enquanto as variaveis qualitativas foram
apresentadas em termos de frequéncia absoluta (nimero de observacbes em cada
categoria) e frequéncia relativa (proporgao/porcentagem de observagdes em cada
categoria em relacdo ao total). O teste t de Student foi aplicado para comparar as
meédias entre duas amostras de dados que estéo relacionadas de alguma forma, e o
teste de Fisher para avaliar as diferencas significativas entre as variaveis qualitativas.
O calculo do Odds Ratio avalia a relacdo entre as caracteristicas morfolégicas dos
o0citos, tipo de FSH utilizado durante o estimulo ovariano e as estacdes do ano.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostragem contou com 1.482 odcitos de 141 ciclos de tratamento. Desse
total, 835 foram aspirados de 71 mulheres que realizaram a indugcéo ovariana com
uFSH, sendo 32 ciclos (45,1% do total) no verdo com 447 odcitos (representando
53,5%) e 39 ciclos (54,9% do total) no inverno resultando 388 odcitos (representando
46,5%). Os 647 odlcitos restantes, sdo de 70 pacientes que utilizaram o rFSH no
tratamento, 32 ciclos (45,7% do total) foram no verdo somando 317 odcitos
(equivalente a 49,0%) e 38 ciclos (54,3% do total) no inverno com 330 odcitos
(equivalente a 51,0%), conforme ilustra a Tabela 1. A escolha de apenas duas
estacdes foi em consequéncia ao tempo de Curitiba, em que as estacdes de verao e
inverno na cidade possuem temperaturas bem definidas e com boa variacao térmica
entre si, tornando possivel verificar se de fato ha influéncia sazonal. Acerca dos dados
das pacientes, as médias de idade, IMC e quantidade de odcitos coletados foram
expostas na Tabela 2 e ndo apresentaram diferencas significativas entre elas em

relacao as distingdes farmacéuticas das medicac¢fes utilizadas no estimulo.

TABELA 1 - NUMERO DE CICLOS E OOCITOS ANALISADOS

Ciclos Odcitos Total {n)
n % n % ciclos odcitos %
Verdol uFSH 32 451 447 B35
71 835 100
Invernol uF SH 39 54 9 388 46,5
Veraol rFSH 32 457 37 49,0
70 647 100
Invarno/ rFSH 38 54,3 330 51,0

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: As colunas 1 e 2 séo referentes ao nimero e percentual de ciclos e odcitos analisados,

as linhas sao relativas ao periodo e ao tipo de formulagéo do FSH utilizado no estimulo ovariano. Na

ultima coluna temos os valores totais de ciclos, oécitos de uFSH e rFSH, finalizando em 100%. FSH
urinario (UFSH), FSH recombinante (rFSH), quantidade (n), percentual (%)
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TABELA 2 - DADOS ANTROPOMETRICOS E ACHADOS OOCITARIOS CONFORME A
FORMULAGAO FARMACEUTICA DO FSH

uF5SH (n=r1) rFSH (n=70)
Fator
Média Média
ldade {anos) 31,00+2 85 32,00+£3,02
INMC {kg/m?* ) 23,8814 260 23,05x394
Quantidade de odcitos 10,00+7,28 8,50+6,12

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Média e desvio padrdo dos fatores idade, IMC e quantidade de odécitos das pacientes
submetidas a aspiracéo folicular de acordo com a formulacéo farmacéutica do FSH utilizado no
estimulo ovariano. FSH urinario (uUFSH) e FSH recombinante (rFSH).

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os dados referentes as cinco alteracées
morfolégicas avaliadas e analisadas através das imagens capturadas pelo software
Octax®, entre os anos de 2017 a 2020. Essas tabelas estdo comparando 0s grupos
de uFSH e rFSH independente da estacao do ano, no periodo do verdo e no inverno,
respectivamente. Na Tabela 3, dos cinco parametros avaliados, dois apresentaram
diferencas estatisticas significativas (p<0,05), granulagao citoplasmatica (p=0,05) e
forma alterada do odcito (<0,01), sendo a presenca de granulacdo citoplasmatica mais
frequente nas células do grupo de pacientes que utilizaram rFSH e a forma atipica
mais comum no de pacientes que usaram uFSH. Na Tabela 4, duas alteracGes
também apresentaram valores estatisticos significativos (p<0,05), GCE (p<0,01) e CR
(p=0,02), os dois dismorfismos apareceram com maior indice de frequéncia nos
grupos de odcitos provenientes das pacientes que utilizaram rFSH durante o estimulo.
Por fim, a Tabela 5, apresentou diferencas significativas (p<0,05) novamente em
apenas duas caracteristicas irregulares, CR (p=0,02) e forma do odcito (p=0,03), os
CR demonstraram outra vez maior frequéncia no grupo de rFSH e forma alterada foi
constatada e, mostrou maior aparicao no grupo de pacientes que utilizaram o uFSH,
assim como na Tabela 3. Todos os achados presentes nas trés tabelas com os valores

considerados significativos, foram realizados através do Teste Exato de Fisher.
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TABELA 3 - ALTERAGOES CITOPLASMATICAS MORFOLOGICAS EM RELAGAO AO TIPO DE
FSH UTILIZADO NO ESTIMULO OVARIANO INDEPENDENTE DA ESTAGCAO

GERAL
Alteragbes FSH Alterado Nao alterado Total Valor de p
n % n % n %
Granulagdo uFSH 584 69.9 251 30,1 835 100
Granulagdo rFSH 482 T45 165 2645 647 100 0,06
GCE uFSH A7 6.8 778 93,2 835 100
GCE rFSH 50 i 597 923 647 100 05
Vacuolos uFSH 28 34 807 96,6 835 100
Vacuolos rFSH 16 25 631 97 A 647 100 04
Corpos Ref uFSH 48 AT Tar 94 .3 835 100
Corpos Ref rFSH 45 7.0 602 93.0 647 100 0.3
Forma uFSH 46 55 789 945 835 100
Farma rESH 16 25 631 97,6 647 100 =0,01*

*Teste Exato de Fisher-valores =0,05 considerados significativos

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Granulagéo Central Escura (GCE); Corpos Refrateis (Corpos Ref.); Forma do Odcito
(Forma). Consideramos a presenca das estruturas apresentadas na coluna “Alteragdes FSH” como
dismorfismo. Apresentamos o nimero de odcitos alterados e ndo alterados em relacdo ao nimero

total e consideramos a presencga das estruturas apresentadas na coluna “Alteracées FSH” como
dismorfismo. Realizamos o Teste Exato de Fisher para definir quais altera¢cdes foram consideradas

significativas. A tabela exibe todos os dismorfismos encontrados de acordo com o tipo de FSH
utilizado no estimulo ovariano durante o periodo de 2017 a 2020, independente do periodo da analise
(inverno ou verao).

TABELA 4 - ALTERACOES CITOPLASMATICAS MORFOLOGICAS NO PERIODO DO VERAO

Verao
Alteragbes FSH Alterado Néo alterado Total Valor de p
n % n % n %
Granulacdo uFSH 288 64.4 159 356 447 100 0.08
Granulagdo rFSH 224 70,7 93 293 N7 100 '
GCE uFSH 23 51 424 949 447 100 <0.01*
GCE rFSH 33 104 284 896 N7 100 '
WVacdolos uFSH 1 25 436 ar.5 447 100 0.1
Waculolos rfFSH 4 1.3 313 98,7 N7 100
Corpos Ref uFSH H 6,9 416 931 447 100 0,02
Corpos Ref rFSH 38 12,0 279 83,0 N7 100 |
Forma uFSH 23 51 424 94.9 447 100 0.09
Forma rFSH 8 25 309 97 5 37 100 '

*Teste Exato de Fisher-valores <0,05 considerados significativos

FONTE: O autor (2023).
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LEGENDA: Granulagdo Central Escura (GCE); Corpos Refrateis (Corpos Ref.); Forma do Odécito
(Forma). Consideramos a presenca das estruturas apresentadas na coluna “Alteragées FSH” como
dismorfismo. Apresentamos o nimero de odcitos alterados e néo alterados em relagdo ao nimero

total e consideramos a presenca das estruturas apresentadas na coluna “Alteragcbées FSH” como
dismorfismo. Realizamos o Teste Exato de Fisher para definir quais alterac6es foram consideradas

significativas.A tabela exibe todos os dismorfismos encontrados de acordo com o tipo de FSH
utilizado no estimulo ovariano durante o periodo de 2017 a 2020, na estacdo do verao.

TABELA 5 - ALTERAGOES CITOPLASMATICAS MORFOLOGICAS NO PERIODO DO INVERNO

Inverno

Alteragdes FSH Alterado Nao alterado Total Valor de p
n % n % n %
Granulacdo uFSH 296 76.3 92 237 388 100 06
Granulagédo rFSH 258 78.2 72 218 330 100 '
GCE uFSH 34 8.8 354 91.2 388 100 0.08
GCE rFSH 17 52 313 948 330 100 ’
Vaclolos uFSH 17 4.4 371 95.6 388 100 0.7
Vaclolos rFSH 12 36 318 964 330 100
Corpos Ref uFSH 7 1.8 381 95.2 388 100 0.02*
Corpos Ref rFSH 17 52 313 94.8 330 100 ’
Forma uFSH 23 59 365 94 1 388 100 0.03*
Forma rFSH 8 2.4 322 97.6 330 100 )

*Teste Exato de Fisher -valores <0,05 considerados significativos

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Granulagdo Central Escura (GCE); Corpos Refrateis (Corpos Ref.); Forma do Oécito
(Forma). Consideramos a presenca das estruturas apresentadas na coluna “Alteragées FSH” como
dismorfismo. Apresentamos o himero de odcitos alterados e ndo alterados em relagdo ao niumero

total e consideramos a presencga das estruturas apresentadas na coluna “Alteragdes FSH” como
dismorfismo. Realizamos o Teste Exato de Fisher para definir quais altera¢des foram consideradas

significativas.A tabela exibe todos os dismorfismos encontrados de acordo com o tipo de FSH
utilizado no estimulo ovariano durante o periodo de 2017 a 2020, na estacéo do inverno.

O foco da analise deste estudo foi a presenca de alteracées no citoplasma.
Inicialmente, os reticulos seriam avaliados e incluidos nos resultados, mas a sua
frequéncia foi muito baixa, ocorrendo apenas uma vez no verao para o grupo do rFSH,
possuindo percentual inferior a um, portanto foi desconsiderado e nédo entrou para 0s
resultados. Contudo, uma alterac@o extracelular que ndo estava prevista para analise
foi incluida, a forma do odcito alterada. Foi acrescentado esse dismorfismo por conta
da associacdo com as granulacdes, uma vez que podem influenciar o formato do

odcito. Aléem disso, a forma alterada pode indicar danos ou imperfeicbes nas
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estruturas celulares, afetando a integridade, funcionalidade e capacidade da célula
se desenvolver e tornar um embrido saudavel (Ebner et al., 2006). Assim, as
irregularidades  morfolégicas avaliadas foram: presenca de granulacao
citoplasmatica, granulagcédo central escura (CGE), vacuolos e corpos refrateis (CR),
compondo as alteracBes internas e a forma do odcito, Unico parametro atipico
avaliado.

Segundo Balaban, os dimorfismos citoplasmaticos considerados mais graves
sdo a presenca de vacuolos e a GCE. O estudo do autor aponta que embribes
provenientes de odécitos com a presenca dessas imperfeicdes no citoplasma tém
menores chances para desenvolver blastocistos de boa qualidade ou atingir a fase de
eclosdo embriondaria apdés uma criopreservacdo (Balaban et al.,2008). Essas
anormalidades sé&o indicadores de baixas taxas de desenvolvimento dos blastocistos,
altas taxas de aneuploidias e chances reduzidas para iniciar 0 processo de
implantagéo na parede uterina (Balaban et al.,2008).

A qualidade oocitaria esta ligada a resposta ovariana durante a estimulacao
hormonal (Patki et al.,, 2018). Uma resposta ovariana equilibrada e controlada é
essencial para otimizar a qualidade dos odcitos coletados durante o processo de RA
(Patki et al., 2018). O rFSH, devido a sua pureza e consisténcia, muitas vezes é
associado a uma resposta ovariana melhor, contribuindo para a producéo de odécitos
de alta qualidade (Balasch et al., 2003; Patki et al., 2018; Revelli et al., 2006). A
preferéncia crescente pelo FSH a partir de técnicas de recombinacao genética reflete
0S avancos tecnolégicos e a busca por maior eficacia nos procedimentos de RA,
buscando promover melhores resultados na obtencdo de odcitos mais saudaveis
(Patki et al., 2018). Porém, neste estudo, obtivemos resultados contrarios a essa
premissa.

Conforme a andlise estatistica constatamos que o0s resultados gerais,
independente da estagc&o do ano, foram significativos para presenca de granulacao no
citoplasma no grupo do rFSH e forma atipica no grupo uFSH. O percentual alto na
frequéncia de granulacbes é observado nos dois grupos, por se tratar de uma
alteracdo morfologica considerada mais recorrente (Balaban et al., 2008). Porém,
houve diferenca significativa entre eles, os oodcitos oriundos do estimulo com uFSH
apresentaram um percentual de alteracdes menor (Grafico 1). A forma anormal do
oocito apresentou frequéncias menores comparadas a granulagdo, pois ndo é uma

alteracdo tdo comum, mas estatisticamente se demostrou mais favoravel ao grupo
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de rFSH, com um indice de normalidade maior do que o grupo do uFSH. Os
parametros GCE, vacuolos e CR apresentaram frequéncias bastante similares, com

auséncia de diferencas estatisticas significativas.

GRAFICO 1 - PERCENTUAL DE CADA DISMORFISMO AVALIADO EM RELAGAO AO USO DO

uFSH E rFSH
100
3 uFSH
90 * ] rFSH
80 A | |
70 A
& 60
1]
2
« 50 A
-l
o
= 40 1
- 0 By
20 A *
10 l |
0 T T T
Granulacao GCE Vacuolos Corpos Ref Forma

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Relacéo entre a ocorréncia em percentual (eixo y) e os dismorfismos analisados (eixo x).
O asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa confirmada pelo teste de Fisher.

A partir da organizacao das células germinativas analisadas de acordo com a
estacdo do ano em que foram coletadas, verdo ou inverno, percebemos que o rFSH
demostra uma tendéncia mais favoravel ao maior numero de ocorréncias de
dismosfismos citoplasmaticos quando comparado ao uFSH. A forma recombinante
apresentou maior percentual de alteracdes para GCE no verdo (Gréafico 2a) e CR no
verao e no inverno (Grafico 2b). No que diz respeito a presenca de GCE, a estacao
do verao é capaz de causar certo impacto, ja que a analise dessa estacgao foi 0 Unico
momento em que a presenca desse tipo de granulacéo apresentou diferenca estatica
significativa para o grupo de rFSH. Sobre os CR, os resultados indicam a presenca
dessa alteracdo sendo influenciada mais pelo forma da manipulacdo da medicacao

do que pela estacdo, pois apesar de ndo possuir dados considerados
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significativos para tal diferenca na analise geral, ele aparece presente tanto na analise
do verdo como na do inverno.

Por sua vez, o uUFSH apresentou diferenca significativa maior para forma
atipica no inverno (Gréfico 2c), sugerindo uma influéncia positiva do verdo para esse
dimorfismo em especifico, dado que foi constatada a presenca dessa irregularidade
nas analises geral e do inverno, mas na do verao néao.

As granulacfes nao sofreram influéncia das estacdes, pois quando analisadas
separadamente nos periodos de verdo e inverno, ndo apresentam diferencas
significativas. Os CR podem-se considerar que sofrem influéncia tanto do verdo
guanto do inverno, visto que aparecem com valores significativos na analise individual
das duas estac0Oes, diferente da analise independente. Por fim, a presenca de GCE e
alteracao da forma podem sofrer impacto pela estacéo, sendo GCE influenciada pelo

veréo e as alteragdes na forma pelo inverno.

GRAFICO 2 - PERCENTUAL DA FREQUENCIA DE GCE, CR E FORMA DO OOCITO
COMPARANDO VERAO E INVERNO EM RELACAO AO TIPO DE FSH

A) GCE B) CORPOS REFRATEIS
100 100
[ uFSH [ uFSH
90 [ rFSH 90 4 1 rFSH
80 A 80
70 A 70 4
& 60 £ 60
] 1]
S ‘S
& 504 & 504
= =
o o
£ 40 - £ 40
30 * 30 4 * *
20 1 20 4 |
10 A 10 -
2.1 [ 1 a [ ] 1

Verao Inverno Verao Inverno



37

C) FORMA OOCITO
100
[ uFSH
90 - 3 rFSH
80 -
70 A
£ 60
m
2
«Q 50 1
b=}
]
& 40 1
30 *
20 A l l
10 A
O T T
\Verao Inverno

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Relacédo entre a ocorréncia em percentual (eixo y) e as esta¢cdes em que os odécitos foram
coletados (eixo x). Analise Granula¢éo Central Escura - GCE (A), Corpos Refrateis - CR (B) e forma
odcitos (C). O asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa confirmada pelo teste de Fisher.

Apesar da gonadotrofina menopausica humana, ou FSH urinario, conter
pequenas quantidades de outros horménios em razao ao seu método de extracao,
nossos dados sdo capazes de levantar suspeitas sobre melhores respostas em
relacdo a qualidade oocitaria das pacientes que realizam o estimulo hormonal com
essa forma farmacéutica. Essa informacéao é benéfica, pois o tratamento de fertilizacdo
in vitro possui um custo elevado e o uFSH é financeiramente mais econdmico, sendo
possivel tornar o tratamento mais acessivel ao publico com problemas de infertilidade.
Por sua vez, a sazonalidade demonstrou resultados pouco significativos tornando-se
importante o aprofundamento nos estudos baseados na influéncia do clima na

gualidade dos odcitos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséao, os resultados obtidos neste estudo indicam que a performance
do FSH na forma recombinante em relacdo a qualidade oocitéria, se apresentou
inferior quando comparado ao urinario. Entretanto, as estagcbes do ano nao
apresentaram dados suficientes para estabelecer uma correlacdo significativa do
impacto na qualidade morfoldégica dos odcitos em funcdo do tipo de medicagéo

utilizado durante o estimulo.

4.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em funcéo da indisponibilidade de tempo habil para aprofundar essa pesquisa
e construir uma relagdo mais robusta entre a classe do FSH usado e a influéncia
sazonal, recomenda-se para trabalhos futuros a incorporacdo de uma revisao
sistemética e analise estatistica especifica e direcionada para relacionar essas

variaveis de forma mais assertiva.
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